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は じ め に
従来 より , 肝疾 患の 経過 中 , 種々 の 免疫異常の 出現
を み る こ と が 知 られ て い る . 1956年 Ma ckay ら11は
"
ル ポイ ド肝 炎
"
な る 概念溝提唱 し , 自 己免疫性肝障害
の 発生 と い う 問 題 が 注 目 さ れ だ し た . 1965 年
B lu mbe rg ら
2)の H B抗原の 発見 と あ い ま っ て , HB抗
原 を め ぐ る 肝炎 の 発生と肝疾患の 慢性化機序 に つ い
て , 再 び肝 の 免疫学が注目を浴び , 1972 年Alm eida
ら3)0)im m u n e c o mple x理 論, 1972 年Dadley ら
41の
細 胞 性 免 疫 説 , 1972年 Pop pe r ら
5)
, 1974年
E ddle sto nら
6)
,1975年 E dgingto nら7Jo)細胞性･ 液性
の 自 己 免疫説 など , こ れ ら の 諸問題 に 対 して 優れ た仮
説 が う ち だ さ れ て き た . 同 時 に . Meyer z u m
Biis Che nfelde ら8)9Jに よる肝特異抗原 (L S P) の 抽出
と , そ れ に よ る実験的慢性活動性肝炎の 作成 は . 肝 特
異 抗原 に 対する細胞性免疫に よ る 肝 細胞崩壊肴示唆 し
た . 当教室で も肝 抗原の 研究を1971年梶原 Ⅷ , 1971年
津田 川 , 197 5年俵矢
】2)に より なさ れ , 1976年野 々 村
ら
-3 卜1引
, 太田 ら16】17IはL S P と は異 なっ た 肝 特異抗原 を
有 す る不溶性肝細胞膿抗原(I H S M)の 重要性 を主張
し , 白血球遊走阻止試験 の 成緻か ら , 慢 性肝疾患 で
は IH S Mに 対 して 遅延 型 ア レ ル ギ ー 状 態 に あ る こ と
を 指摘し た . こ の よ う に . 肝炎の 活 動化 , 慢性化機序 に
っ い て は肝細胞膜をめ ぐる 免疫 の 問題 が 最近急速に 脚
光を浴 びて い る . し か し , ま だ統 一 的な 見 解を み て い
な い . そ こ で , 本研究は , 遅延 型 ア レ ル ギ ー 状態 に あ
る慢性活動性肝炎の 患者末梢血 リ ン パ 球 が , 直接 あ る
い は患者血清を介 して , 培養肝細胞 を障 害す る 活性を
も っ か どう か を 研究 し , 肝細胞崩壊 を ひ き お こ す
effe cto r c e11 はい か な る種類の リ ン パ 球 で あ るの か .





慢性肝疾患患者 46 例, 内訳は慢性非活動性肝炎患者
7例. 慢 性活動性肝炎患者32例 , 肝硬変患者7例と健
常者12例を 対象と した . 慢性肝疾患患者 の 診断 は血清
生化学的検査 , 腹腔 鏡あ るい は肝生検で行な い . 血中
H BsAg の 測定 は RI A法文 は R P H A法で 行な っ た .
Ⅱ . 方法
1. dir e ct lym pho cyte･ m ediated cytoto xicity
(D L C)
1) 療的肝細胞
r atliv e rpa r e nchy m al c ell: 1968 年Co o n欄 に
よ り 株化さ れ た 成熟 ラ ッ ト肝細胞株(Co o n c e11 と略)
を 用 い た . 培 養液 は グ ル タ ミ ン 加 M E M(GIB C O,
U S A), 10% 不徳化牛胎児血清(F C S: GIB C O, U SA)､
PclOOu/ mL , S M100〟g/m ほ 用い た .
2) リ ン パ 球
i) whole lympho cyte s の 分 離 : B¢ye m
19) の 方
法に 準L: , ヘ パ リ ン 如 来梢血を同量 の Ha nks BS S
(H B S S と略) と混和 し , Fic oll-Paque (P ha r m acia
Fin eC he mic al. Sw ede n)に 重層 し ,400g35分速心し
て え た 界面の 細胞成分 を分離採取 した .
ii)E- r O S ette fo r ming cell(E- R F C) と n o nE･
r o s ettefo r ming c ell(n o nE･R F C) の 分 離 : Yata
ら
2010)方法 に 準L: , Wholely mpho cyte s5 × 10
6
個 /
mL(F C Sに 浮遊)と等量の 2% 羊赤血球(S R B C)浮遊
FC S を加え 37
0
c lO 分静置, 300g5 分, 水中60 分放置
し ,Fic olトPaqu eに 重層後400g30 分4
0
c で 遠心 した .
E-R F C は管底部 に n o nE-R F C は界面 に 集 ま る .
S R B C は0.83 % N H4Cl,20m M tris sbuffe r, PH 7.4
で 完全溶血さ せ て 使用 した .
iii)E A- r O S ettefo rming c ell (E A-R F C) とno n
E A- r O S ette fo rming c ell(n o n E A-R FC) の 分
T he m echa nis m of hepatocytic inju ry in patie nt withchr o nic a ctiv e hepatitis･
Toshihis aShinta ni, Depa rtm e nt of Pathology(II),(Dir e cto r: Pr of･ G ･ Ohta) Scho ol of
Medicin e, Ka n azaw a Univ ersity.
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離 ; Pa rish ら2Hの 方法に 準じ . 5 %S R B C(LIB S Sに
浮 遊) と等亀の 了S 則Iti S R B Ca tltibody と を 37
O
c3O
分静置L . 20uglU分3 回洗浄し . 感 作 E A と す る.
wholel)
･
tⅥPhocyte sl x IO
7
個 / mL(培養液に 浮遊)
と等 敏の 5 %感作EA を 加え , 水平回転振塗器30 回転
/ 分で 3了
♪
c15分接触 さ せ . こ の 浮 遊液 を F ic olト
Paqu e比 重遠心し . 前述 の ご と く . E A･ R F C とn o n
E A- R F Cに 分離 した .
iii) E A C･ r O S ettefo r ming c e11(E A C- R F C) と
n o nE A C･ r O S ettefo r ming c el=n o nE A C- R F C)の
分離 : Pa rish ら21Jの 方法に 準L:. 5% S R B C と等量
の 19S a nti S R B Ca ntibody と を37
O
c20 分静置し ,
200glO 分3 回洗浄し た . こ の 5% 感作 E A(H BS Sに 浮
遊) と補体(C)と して 等量の 10
~ 1
希釈 C3H マ ウ ス 血
清を 加え 37
ロ
C20 分静置し . 200glO 分3 回洗浄し ､感作
E A C と L た, Wholelym pho cy te s3 × 106 個 /
′
mLと
等量 の 1% 感作 E A C( 培養液に浮遊)を加え . 水平回
転板塗器で 370c 15分接触 させ , こ の 浮遊液 を Fic oll･
Paqu e比 重遠JL､し , 前述の ご とく . E A C- R F C とn o n
E A C･R F C を分離 L た. a ntis R B Ca ntibody は西 岡22)
の 方法 に よ り . S R B C 5× 109 個を ウ サ ギ 耳静脈 に 注
射 し作成 し た . こ の a nti S R B Ca ntibody を 50% 飽
和硫
■
安 塩 析法で 粗 グ ロ ブ リ ン 分画 をえ ,こ れ を Flodin
ら
23)の 方 法に 準L:, Sephade x G-200ゲル 濾過法で
負rst peakを 1 9Sa nti S R B Ca ntibodyとし , S e C Ond
peak を 7 Sa ntiSR B Ca ntibody と した . 至適抗体
温度 は赤血球凝集反応で赤血球凝集を お こ す 最小希
釈濃度 の 1/ノ2 と し た.
3) mic r o- CytOtO Xicity a s s ay 法
Taka s ugi- Klein
2 4) の 方 法 に 準 L: た. 培 養 Co o n
Cellを 0.05 % ト リ プ シ ン (DIF C O. U S A).0.02%
E D T Aで 処理 し , 洗浄 し , マ イ ク ロ プ レ ー ト(Falc o n,
No.3034. U S A)の 小孔 に 100 個づ っ 散 布 し た . こ の
Co o nヒellに t｣ ン パ 球を 1 対300の 比 で 加 え , 95 %
air･ 5 % C O2 I37Oc で 48 時間培養しキ･ リ ン パ 球 肝細
胞障害値の 測定 は マ イ ク ロ プ レ ー ト を2 時間倒立し.
小孔を H B SSで 3 回洗浄し , エ タ ノ ー ル 固定後 . ギ ム
ザ染色を 施し , 生者 して い た 標的 Co o n c ell を数え ,
無添加 コ ン ト ロ ー ル と 比較 し , 減少率を% で 求め た .
% cytoto xicity
= 10 0- 耀 × 100
4) D L Cの blocking te st
i) ag gregated IgG に よ る blocking te st : 慢 性
活動性 肝炎患者 の n o nE -R FCを aggregated IgG
100LLg/ mLで 37
0
c 45分前処理 し . D L Cte st を 行 な っ
た . 之Ig gregatedIgG は健常者血清を 50% 飽和硫安塩
折 =司, 33% 飽和硫 安塩折 3回行 い IgG を と り出し .
こ れ を Hallbe rg
251の 方法 に し たが い , 63
0
c1 5分加熱
変性 し て ag gr egated IgG と し た.
ii) a nti IgG･Fc に よ る b lo cking te st : 慢性活動
性 肝炎患者の n o nE-R FC をeFfe cto r c ell と して ,
D L Cte stを 行う 際 . a nti lgG-Fc を 希釈し て 培 地に 添
加 し た . a nti IgG-Fc は 市 販 ウ サ ギ 抗 人 IgG-Fc
(Ho e chst. No .2934. Ge r m a ny)を105,000g30分速JL､
し , 上清 を用 い た .
iii) LS Pに よ る blo cking te st : 慢性活動性肝炎
患者 の n on E-R FCを LS PlOOLLg/ mLで 37
0c30 分前
処理 し . D L Cte stを 行な っ た . L S Pは Meye r z u m
Btische nfelde ら81の 方法に 準 じ . ラ ッ ト肝 を m ediu m
(0 .25 Ms u c r o se,0.5m M CaCl2, 5m M tris s buffe r,
pH 7.4) で 海流 し , 細切粥化 し , 150,000g60分速心し
て 上清 を と り , そ れを Sephade x G-100ゲ ル 濾過し ,
丘r st pe ak を Sephade x G-200ゲ ル 櫨 過 し , Mille r
ら
26)の 報告に あ る よ う に . 更 に Sephalo s e6B で 精 製
分離し た . LSP は調整後10 日以内に使用 し た .
iv)IH S Mに よ る blo ckin g te st : 慢 性 活動性肝
炎患者の n o nE- R F C を IH S MlOO〝g/ mL で37
0
c30分
前処理 し , D L Cte stを 行 っ た . IH S M は Be r m a n
27)の
方法 に 準L:, ラ ッ ト 肝 を m ediu m (0.2 5 Ms u c r o s e,
0.5m M CaCl2, 5m M tris sbu汗e r, pH7 .4) で 海流 ,
細切 し , Do u n c eho m oginiz e rを 用 い 粥化 し ,150glO
分遠心 し,上浦を2,0 0 0g2 0分遠心 し,さらに 沈漆を 2,000g
20 分7回流 浄し粗順分画と した. これ を m ediu m(0･5m M
CaC12 . 5m M tris sbuffe r, pH7.4) に 再浮遊 し , 庶 糖
勾 配 相 に 重 層 し , Be ckm a n S W-27 ロ p ク ー で
25,000rpm 2時 間遠心 した . I H S M は d= 1 .160と
d = 1.180 の 相 に集 まり , こ れを採取 し 4倍量 の 純水
と 混和 し , 27,00rpm30分速JL､後 の 沈 連 を え た .
I H S M は使用時, 超音波 で 破砕 し て 用 い た ,
2. a ntibody -depe nde nt c el トm ediated
Cy tOtO Xicity(A DC C)
1) 標的細胞は慢性活動性肝炎患者 の 56
0
c30 分不
活化血清 で コ ー ト した Co o n c ell を用い た .
2) リ ン パ 球 は健常人 の n o nim m u n e n o nE･ R F C
を 用 い た .
3) A D CCの mic r o･ CytOtO Xicity as say 法 は
Taka s ugi-K lein
24Jの 方法 に 準 じ . Co o n c ell をマ イ
ク ロ プ レ ー トの 小孔 に 100個散布 し , 6 時 間培養生者
さ せ , 小孔の 培養液を排除 した あ と , 上記 の 10
~1 希釈
不徳化血清 を加え2 時間作用さ せ た . そ の 後 , 小孔 を
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Table l % cy toto xicityin v a vio u schro nic liv e rd isea s e s a nd c o ntr oIs, u Sing whole
lym pho cyte s, E･ R F Cand n o nE- R F C
Whole
lym pho cyte s
E-R F C n o r】E- R F C
Chr onic 6. 4± 9. 6
- 7, 2 士12.4 22. 3 ± 21. 8
Pe rSiste nt (n ニ 6) (n = 7) (n 二= 7)
hepatitis P<0.1 N . S . * N . S . *
Chr o nic .24. 2± 5. 9 - 1. 2 ± 25.8 4 4.9士 15. 6
active (n = 8) (n = 16) (n = 28)
hepatitis P <0.001 N . S . * P< 0. 001
1iv er
Cirrhosis
1.0 ± 13.8 -1 2. 8 ± 11. 1 23.1± 27. 4
(n = 6) (n = 6) (n = 7)
N . S . * N . S . * N . S . *
C Ontr OIs
憫11. 8=ヒ14. 9 - 8,4 ±1 5.9 16. 8± 4.4
(n = = 5) (n = 5) (n = 5)
* N .S . : Statistic ally n ot signific a nt.
3 回HBS Sで 充分洗浄し た . こ の 披検血清で コ ー ト し
た標 的Co o n c ellに 健 常人 の n o nim m u n eno n E-
RF C を 1 対 300の 比 で 加 え , 95 % air, 5 %
Co2 ,37
0
c で 48時間培養し た . A D CCte st に よ る リ ン
パ 球 肝 細胞障害値 の 測定 は前述の 方法に よ っ た .
4) A D C Cの blo ckingtes t
i) aggregated IgG に よる blo cking te st,: 健 常
人 の n o nim m u n e n o nE- R F Cを ag gregated IgG
lOOiLg/ mLで 37
O
c 45分前処理 し , 上記の A DC Cte st を
行 っ た .
ii) a nti IgG-Fc に よ る blo cking te st : 上 記
A D C Ctestを 行う 際に , 希釈 した a nti IgG-Fc を培地
に 添 加 した .
5) ウ サ ギ抗Co o n c ell抗血清 に よ る A D C Cte st
慢性活動性肝炎患者血清 の 代 り に . ウ サ ギ 抗 Co o n
C ell抗血清を漸次希釈し て Co o n c e11 を前処理 し , 健
常 人 の n o nim m u n e n o nE･ RFC を用 い て A D C C
te st を 行 っ た . ウ サ ギ 抗 Co on c e11抗 血 清 は
Perlm a n nら
28)の 方法に 準L:て . Coon c ell lx lO7
個と 等量1 nLの C O mplete Fr e u nd
'
s adjv ant と 共 に
ウ サ ギ筋肉内注射し , 3 過後に Co o n c el11 × 107 個
を 耳 静 脈 注 射 し て 作 成 し た . こ の 抗 血 清 は
Ou chte rlo ny 法で 8 倍まで 沈降線が え られ , 使 用 時
56
0











C Prl CAH LC C Ontr Ol
◎ =BsAg po sit iv e
O HBsAg n egativ e
Fig.1 Dir e ct lym phocyte ･ m ediated
CytOtO Xicity of whole ly mpho cyte s fr o m
Patie nts with chr o nic Iiv e rdis eas e s a nd
C O ntrOIs to Co o n c e11s.
C P H: Chr o nic pe rsiste nthepatitis.
C A H: Chro nic aitiv ehepatitis.
L C: 1iv e r cirrho sis.
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結 果
1, D L Cte st
Table l.Fig .1 に示す よ. う に . 慢性活動性肝炎患者
の Wholelym pho cy te sを effe cto rcellに 用 い る と .
% cytoto xicity (m e a n± S D)は 24.2 ±5.9% で
あ り . 健常者 の - 11.8 ± 14.9 % に 比し て 明らか に 高
か っ た (p < 0.001). 慢性非活動性肝炎 と肝硬変 で は
健常者と の 問に 有意の 差が な か っ た . そ こ で Fig .2 に
示すよ う に , E･ R F Cを effe cto r c ell に用い る と , い ず
れ の 慢性肝疾患 に も健常者と の 間 に 有意差を み な か っ
た . こ れ に 対し て , Fig .3 に 示すよ う に , 慢性活動性肝
炎患者の n o nE･ R F C をeffe cto r c e11に 用い る と . %
CytOtOXicity は 44.9 ± 15.6 % で あ り , 健 常 者 の
1 6.8 ± 4.4 % に比 し て 明 ら か に 高 か っ た (p く
= 01). 慢性非活動性肝炎と月手硬変で は健常者と の 問
に 有意の 差が な か っ た . ま た ,Table 2,Fig.4 に示す よ
う に , 慢 性 活動性肝炎患者 の E A- R F Cを effe ctor
Ce11に 用 い る と , % cytoto xicity ほ 53.6 ± 19.3% で
あ り . 健常者で の 17.8 ± 24.5% に 比 して 明 らか に 高












CPH CAH L Cc o ntr ol
◎ HBsAg po Si tive
O H8sAg n egativ e
Fig.2 Dir ect lym phocyte- m ediated
CytOtOXicity of E-RF C fr om patients with













CPH CAH LCc o ntr ol
⑳ HBsAg po si tiv e
O HBsAg n egativ e
Fig.3 Dir e ct ly mpho cyte･ m ediated
CytOtO Xicity of n o n E- R FC fr o m patients
with chr o nicliv e rdis e a s e s a nd c o ntr oIs to
Co o n c ells .
EA n o nE A EAC no nEAC
Fig.4 D ire ct lyrnpho cyte･ m ediated
CytOtO Xicity of v a rio u s lym pho cyte
fra ctio n sfr o m patie nts with C A Hto Co o n
Cells.
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Table 2 % cytoto xicity in patie nts with chr o nic a ctive hepatitis a nd c o ntr oIs, u Sing
E A･ R F C, n O n E A- R F C
,
EA C･ RF Ca nd n o nE A C▼ R FC.
1 5
C a S e S E A- R FC n o nE A- R F C E A C- R F C n o nE A C- R F C
Chr o nic
a ctiv e 10
53. 6 士 13. 0 -29.2 士 13. 5 1 5. 3:土25.4 一々6
.
2士 12. 4
hepatitis P <0, 01 N . S . * N . S . * N . S . *
C O ntr OIs 7 17. 8 士24. 5 ーゼ0.6 ± 10. 7 0,2 士14. 9 -15.9 ± 18. 7
* N･ S . : Statistic ally not signific a nt.
Table 3 Po sitiv e cytoto xic a ctivity of n o nE- R FC fr o m patie nts with chr o nic liv e rdis e a s e s
With or witho ut H BsAg.
H BsAg C aSe S
po sitive




pe r siste nt
ト) 6 口 17%
hepatitis (+) ロ 0 0%
Chr o nic ト】 1 5 15 1 00%




1iv e r 皿 3 ロ 33 %
Cir rho sis
〔+) 4 0 0%
n o nE A C- R F C をeffe cto r cellに 用い る と . 慢性活動
性肝炎患者と健常者と の 間に 有意差を み い だ さ なか っ
た ･ Table 3 に 示す よ う に , D L Cテ ス トに お け る健常
者の n o nE-R FC に よ る % cytoto xicity のm e a n十
2S D 以上を リ ン パ 球 肝細胞障害能陽性例とする と . 慢
性活動性肝炎患者2 8例中26 例の n o nETR FC に 陽 性
例が み られ た (P く 0.001 ). リ ン パ 球肝細胞障害能陽
性 例 と トIBsAg保 有の 有軌 こ つ い て 検討す る と , 両 者
の 相関 は見出さ な か っ た .
2. 慢性活動性肝炎患者 n o nE- R FC に よ る D L C
の blo cking test.
Fig･5 に 示す よ う に , ag gregated lgG で n o nE-
R F C を前処理する と , % cytoto xicity は 16.8 ± 4.4
% と なり , 無処理 non E- R F Cの 62.9 ± 12.8 %に 比
し て明 らか に 低下 し た (P <0.001). a nti IgG-Fc を
D L C培 地に 添加し て お く と ,% cytoto xicity は32.8
± 13･6% と明らか に 低下 した(p < 0.001). Fig.6 に
示す よう に , L S Pで n o nE-R FCを 前処理す ると , %
CytOtO Xicity は 13.9 ± 23.0 % と なり , 無 処 理 n o n
E- R F Cの 50･5 ± 23.6% に 比し て 明ら か に 低 下 し た
alo n e prein c ubate + a nti IgG- Fc
吉 agg. IgG
Fig･5 Blo cking te sts of D LCwith ag gr egated
IgG a nd a nti IgG-Fc, u Sing n o nE -R F C fr o m
Patie nts with C A H.
(P く 0.01). 同様 , I H S Mで 前 処理 し て も, %
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L SP : liv e r spe cificlipopr otein .
**I H S M: in s olbule hepato cyte- S u rfa c e












D LC ADCC DLC ADCC
CAH c O ntY
l
OI
F ig.7 Co mpa ris o n with dir e ct lymphocyte
･
m ediated cytoto xicity of no n E- R F Ca nd
A D C Cof n o nim mun e n o nE- R F Cto s e r a･
c oated Coo n cells(1eft : C A H, right :
C Ontr OIs).
3. 牒 性活動性肝炎患者血清を用い た A D CCte st･
F ig.7 の 各々 の 左側に示す よう に , 慢性活動 性肝炎
患者血清 で コ ー トし た Co o nc ellを標的細胞と し , 健
常 者 か ら 分 離 し た n o nim m u n e n o nE- R F C を
effe cto r c ell と して , A D C C を測 定 す る と , %
cytoto xicity は 48.4 ±9.0 % で あ り , 健常者血清 コ
alo n epr ein c ubate +a nti IgG
- Fc
て agg. IgG
n o nim m u n e n o nE- RFC
F ig.8 A DCCte st a nd b lo cking tes ts to C A H
s e ra- C Oated Co o n c ells befo r e a nd afte r
tr eated with ag gregated IgG o r a nti IgG
･Fc,
u sing n o nim m u n e n o nE- R F C fr o m he althy
V Olu nte e r.
ADC C by anti Co o nseru m
■
3 ぐ･ 5 6 7 8 910
l/log10dilutio nof a ntise r u m
F ig.9 A D C by preinc ubatio n of rabb it a nti
Co o n cell a ntis e r ato Co o n c ell,
u Sing
n o nim m u n e n O n E
- R F Cfr o m he althy
V Olu ntee r.
- ト標 的 Co o n c e11 を用 い た ときの 26.0 ± 5.0 %に
比 して 明 らか に リ ン パ 球肝細胞障害能が み られ た (p
< 0.001). A D C Cテ ス トを 行な っ た慢性活動性肝炎患
者 9 例 中 7 例 の D L Cテ ス ト に み ら れ る %
cytotoxicity は 47.9 ± 15.9% で あ り , 健常者 4例 の
D L Cテ ス ト の % cytoto xicity は20.3 ± 3.5 %で あ
慢性活動性肝炎の 肝細胞崩壊機序
っ た . ま た A D C Cテ ス ト に お け る 健常者血清 コ ー ト標
的 Co o n c ell を剛 ､ た co ntr ol群の % cytoto xicity
の m e a n+ 2S D以 上を リ ン パ 球肝細胞障害 陽性例 と
す ると , 慢性活動性肝炎患者 9例申全例陽性 と な っ た
(P < 0.001).
4. A D C Cの blocking te st.
Fig ･8 に 示 す よ う に , ag gr egated IgG で 健常人
n o nim m un e n o nE ･R E C を前処理 し , 慢 性活動肝炎
患者血清 コ ー トCo o n c ell に対す る % cytoto xicity
を 測定す ると , 31 .1 ± 10.5 % と な り, 無 処 理 群 の
48.4 ± 9,0 % に 比 し て 明 ら か に 低 下 し た (p <
0.005). a nti-IgG-Fc を 培地 に 添加 して A D C Cテ ス ト
を行 な う と , 同様32.5 ±8.5% と 明 らか に 低下 し た
(p く 0.005).
5. ウ サ ギ 抗 Co o nc ell抗 血清 を用 い た A D CC
te st.
F ig .9 に 示す よ う に , 標 準 力価 を も つ ウ サ ギ 抗
Co o n c ell抗血清 を 10
. 3 ～ 10
,5 希釈 し て , Co o n
C ellを 前処理 し , A D C Cテ ス ト を行 う と , 100% 近く の
% cytoto xicityが 出現 し . こ の シ ス テ ム で も A D C C
が 成立し た . 抗血清濃度 を漸次希釈 し て Co o n c e11 を
前処理 して い く と , % cytoto xicity も低下 し . 抗血清
の 10
~ 10 希釈濃度 で ほ ゞ A D C C がみ ら れ な く な っ た .
こ れ を 遂 に い え ば , 10
~9
ま で 希釈し た 抗血清を用 い て
Co o n c ell を前処理 し て も ･ 健常者 n o nim m u n e n o n
E･ R E Cの A D C C が陽性と な る こ と が 知 られ た .
考 案
慢性活動性肝炎の 組織像 は , グ リ ソ ン斡 内の リ ン パ
球浸潤 と そ の 部位 に 接着し た/卜彙辺縁の 持続する肝細
胞崩壊 に 特徴ず け られ る . こ の 機序 の 一 つ は免疫的な
も の と考 え られ , 液性免疫 と細胞性免疫の 両面か ら の
追求 が なさ れ て き た . ごく 最近で は , 慢性活動性肝炎
患者 の リ ン パ 球と 肝 細胞と を , in vitr oで , 培養し ,
肝 細胞崩壊 を み る 研究 が 試 み ら れ て お り , 197 4年
T ho m s o nら291, 1975年 Pa r on etto ら301, Wa nds
ら
31J




35)は標的肝 細胞 に そ れぞ れ , ウ サ
ギ 培養肝 細胞 . 自 己肝 細胞 , 人肝由来の C ha ng c ell な
ど を 用い , D LCテ ス ト を行 っ て い る . そ し て . 慢性活
動性肝炎患者の 末梢血 リ ン パ 球に そ れ ら の 標的細胞を
障害す る活性の あ る こ と を指摘し て い る . 本実験で は ,
標的細胞 に ラ ッ ト 成熟肝 実質細胞由来 の Co o n c ell
を 用 い , 各種の 慢性肝 疾患患者の 末梢血リ ン パ 球 の 肝
細胞障害能 (D LC)を し ら べ た . ま ず , 患者 の Whole
lym pho cyte sを effe cto r ce11に 用い る と , 慢性活動
17
性肝炎患者 にリ ン パ 球肝細胞障害能が み られ , 慢性非
活動性肝炎や 肝 硬変に はみ られず , 諸家の 成績に 一 致
し た ･ そ こ で . wholelym pho cyte sの い か な るリ ン パ
球が 肝 細胞崩壊を ひ き お こ す活性 をもっ の か を み る た
め に . リ ン パ 球の 各種 の S ubpopulatio n を分 離検討
し て み た . 羊赤血球 と ロ ゼ ッ ト形成能 をも っ E-R EC
( T-C ell)に は肝細胞障害 の 活性が なく , 羊赤血球と ロ
ゼ ッ ト 形成能 の ない n o nE- RE Cに 肝細胞障害の 活性
が み ら れ . と りわ け慢性活動性肝炎患者 n o nE- R E C
に は93 % の 高率 に 肝細胞障害陽性例が み ら れ た . こ の
n o nE ･R FC は多種の S ubpopulatio nを含 む 分画 な
の で , 慢 性活動性肝炎患者 の n o nE･ R F Cの 中で , どの
よう な su rfa c e m a rke rを もっ subpopulatio n が 同
宿性をも つ か を し ら べ た . 慢性活動性肝炎患者 リ ン パ
球 を Fc-r e C eptO r を 有 す る s ubpopulatio n (E A-
R F C) と C3-r e C eptO r を 有 す る s ubpopulatio n
(E A C- R F C) とに 分 け検討する と ,Fc･ r eCeptO rを有す
る E A･ R F C に肝細胞障害 の 漕性 を み と め た が , C 3･
r ecep to rを 有する E A C-R F Cに は健常者 に比し て , 同
宿性の 統計上の 有意差をみ と め なか っ た . ま た , Fc-
r e c epto rを ブ ロ ッ クする ag gr egated IgG でn o nE･
R F C を前処理する と , 同活性 は は ゞ 完全 に 消失 し .
a nti IgG･Fc を D LCテ ス トの 培地 に添加する と , 同活
性 は同様消失を み る こ と か ら , D L C活性 は慢性活動性
肝炎患者リ ン パ 球 の non E- RF Cに 含ま れ るリ ン パ 球
の 中で も Fc- r eC ePtO rを 有する リ ン パ 球だ と 考え た .
Co chr an eら
32)はウ サ ギ培養肝細胞 を標的細胞 に 用 い
た D L Cテ ス トで . 慢性活動性肝炎患者の リ ン パ 球中 .
D L Cの 活性 をも っ の は ,B･ C ellrich fr actio n(n o nE-
R FC と同義)で あ り ,T -C ellrichfra ctio n(n o nE A C-
R F C)で な い と し , こ の よう な活性 をもつ リ ン パ 球 は
Pe rlm a n nら





) で あ ろう と してい る . 原 ら
35)
は Cha ng c ellを 棲的細胞 に 用 い , n O nE-R F Cをさ ら
に a nti-Fab Sephade x c olu m nを 用 い て S u rfa c e
im m u n oglobulin を も っ B-C ell と s u rfa c e
im m u n oglobulin を も た な い n ullce11と に分 け , 慢
性活動性 肝炎患者 の D LC活性 を し ら べ る と , n ull
C ell が D L C活性 をも つ リ ン パ 球で あ ると し て い る . こ
の よ う に ,慢性活動性肝炎患者末梢血リ ン パ 球 を用 い ,
肝 細胞障害の 活性 を D LCテ ス トで 検索す る と , 同活性
を もっ リ ン パ 球 は . 羊赤血球 と ロ ゼ ッ ト形成能 をもた
ない こ と で は 一 致 して い る が , Fc-r e C ePtO rを有す る
リ ン パ 球 な の か , C3･ r eC eptO rを有するリ ン パ 球 な の
か , S u rfa c eim m u n oglobulin をもた ない n ullcell
なの か , 一 定の 見解 に 達し て い ない . こ の こ と は , 用
1 8 新
い た 標的肝細胞の 種類 . リ ン パ 球分離法の 相違に よ る
こ と も考 え ら れ る . し か■し , Fc- r eCeptOr を も つ
s ubpopulation は C3'- r eCeptO r を も つ S ubpo
pulatio nや n u11c ell分画と , そ れ ぞ れ オ ー バ ラ ッ プ
す る部分が あ り , effecto rcellの 同定は 今後 の 重要 な
課題で あ る .
著者 の 榛的細胞と して 用い た ラ ッ ト肝実質細胞由来
の Co o n c ell は, 野々 村 Ⅷ 川1, 太 田 ら 仰 7)の 主張する ラ
ッ トI HS M抗原 をも つ こ と を前報 細 で 報告 した . こ の
こ と ば株化以来 10 年を経た Co on cell が株化当時 と
ほ異 なり , 肝細 胞と して の 多く の 特性を消失 して い る
で あ ろう が . 肝膜特異性をもち つ づ け て い る の で は な
い か と考え る . しか し . Co o n cellの 細胞膜 に は .
M eye r z u mBiis che nfelde ら
8Ig也 主張す る L SP抗原
を蛍光抗休法上 みい だ し え なか っ た(未発表). と こ ろ
が , ラ ッ トL S P とラ ッ トIH S Mで 慢性活動性肝炎患者
の n o nE･ R F C を前処理 して か ら , 棲的Co o n c ell で
D LCテ ス トを 検する と ,共に 明 らか に 肝細胞崩壊 の 活
性が低下し た . こ の よう な D L C反応の 阻止現象は , こ
れ ま で の 発表に ない 全く未知 の 免疫現象に よ る 阻止反
応 で あ る . そ し て , LS P を含 ん で い ･ な い と 思 わ れ る
Co o n c e11で あ っ て も ,検出不能 の 微量 の LS Pを膜表
面 に有 して お れ ば, IH S M と同様 , LSP の リ ン パ 球前
処 理 に よ っ て 阻止反応が お こ っ て もよ い よ うに思 わ れ
る . T ho m s o nら29)は人 L S P と共通抗原 をも つ ウ サ ギ
培養肝細胞
37Iを用い . 慢性活動性肝炎患者末梢血リ ン
パ 球と の D LCテ ス ト培地 に L S Pを添加 して , D L C が
55.6% か ら5.3% へ と低下し た こ と か ら ,爆撃活動性
肝炎で は L S Pで 感作さ れ た状態にあり , こ の 感作 リ ン
パ 球 が肝細胞崩壊の 活性 を発輝す るの で あ ろうと し て
い る . 著者の 実験で は , L S Pの み な らずI H S Mで も慢
性活動性肝炎患者リ ン パ 球が 感作 さ れて お り , 野々 村
ら
t3 卜151
, 太田 らt8冊 の M IFテ ス トで の 成績 を 裏付 け
た . つ 削 こ , 本実験 の D LC が い か な る機序 で肝細胞崩
壊 を ひ き お こ すの か を考え て み ると . D L Cの 阻止反応
の 実験 で 述 べ た よう に , ag gr egated IgG, a nti IgG･
Fc で 同活性の 阻止が み ら れ る こ とか ら , Fc- r eC eptO r
を もつ 感作 E A･ R F C が, 肝細胞膜 とin vitr o で 反 応
して い る不明の IgG 抗体の Fct) O rtion と結合 し . 肝
細胞崩壊を ひきお こ すと考え る の が 妥当で あ ろ う .-こ
の こ と は Co chr a事1e ら
32Jの 推定 と 一 致 し. 一 般的 な 考
ネ方と な り つ つ あ るよ うで あ る . つ ま り t 本 実験 の
D L Cに▼働 い て い る メ カ ニ ズ ム は a ntibody･ヰepen
de nt c elトm ediated cytoto xicity の 機序 に よ る も の
と 考え る
.
. レか し , 本実験の
●
bL Cテ ス ト に は抗体 の 特
別の 添加が な さ れ て ぉ らず , 抗体 の 由来に つ い て は不
明で あ る . そ こ で , 別の 実験と し て 確 実な A D C Cシ ス
テ ム を つ く り , 抗体の 由来を 検討し た . こ こ に 用い た
AD C Cシ ス テ ム は抗体 の ソ ー ス と し て 慢 性活動性肝
炎患者血清 を用 い , こ の 血清 で コ ー ト した Co o n c ell
を標的細胞と し . 健常者 の ㌻ 定 の n o nim mu n e n o n
E- R F C をeffe cto r c ell と し:DLC の メ カ ニ ズ ム を 考
え
.
る上で有用で ･ より純な 姿で の A D CCシ ス テ ム と考
え る . こ の 結果 , 慢性活動性肝炎患者血清 9例中全例
に A D C Cを 陽性化す る因子 の 出現を み と め た . そ し
て . こ の 反応 は D L Cテ ス トと 同様 , ag gr ega ted IgG
や a nti IgG･Fc で 明らか に 阻止 さ れ た . Kaw a nishi
381
は慢性活動性肝疾 患患 者血清 で コ ー ト し た C ha ng
c e11 を標的細胞 に健常者の n onim m u ne ly m phocyte s
を effe cto r c ellに 用 い , A D C C テス トを行ない , anti
IgG, a nti IgG-Fc で こ の 反応が 阻止 さ れ た が t anti
IgA, a nti IgM, a nti IgG･Fab で は阻止さ れ な か っ た
と し て い る . 又 , こ の 慢性括動性肝疾患患者血清中に
は C ha ng c ell と反応す る肝細胞表面膜結合性IgG を
証 明 し , Hoが ら
39】40】の 自己 肝 細胞 や ウ サ ギ培養肝細胞
を用 い七成績 を支持 して い る . 著者ら も Co o n c ell表
面 膜結合性IgG を慢性活動性肝炎患者 A D C C陽性血




A D C Cシ ス テ ム で ,患者血清 の 代り に , ウ サ ギ 抗 Co o n
c ell抗血清を用い て 検す る と , 10
~9 希釈濃度の 抗血清
が A D C C成立の轟低線 で あ.り , 10
,3 ～ 10
-5 希釈 濃
抗血清 で A D C C が はゞ10 % 近く と な り , ごく微量 の
抗血清で も こ の 反応が 成立す る こ と を 知 っ た . こ れ ら
の こ とか ら , 慢性活動性肝炎患者血清中 に み ら れ る
A D C C を陽性化する因子 は恐 らく IgG 膜抗体 そ の も
の で あ り , そ の ごく微塵 の 存在下 で A D C C が起る こ と
を 示唆 して い る .
さ て , 慢性活動性肝炎患者の リ ン パ 球 が D L C活性を
も つ の は A D C C と同 一 の 免疫 メ カ ニ ズ ム に よ る で あ
ろう か と推定す る に は , どう して も D L Cテ ス ト の 培地
中に IgG膜抗体 の 存在 を証明し な けれ ば な らな い . そ
の 抗体の 由来に つ い て t 第 1 に リン パ 球 に より 培地中
で 産生さ れ る , 第2に リ ン パ 球 に よ り培地 に 遊離あ る
い は複合体 の 姿で 持ち こ ま れ ろ , と す る2 っ の 考え 方
が 出来 る . 著者 は後者の 持 ち込み説を支持する . と い
う の は ,1慢性活動性肝炎患者 の D L C活性 を 有す る
n o nE ･R F C を 48時間培養 して か ら , Co o n c ell培地
に 添加 して D L Cテ ス ト を試み る と , 肝 細胞障害の 活性
は完全 に 消失す る ( 未発表). こ の こ と は , リ ン パ 球表
面膿 に 持 ち込 まれ て い た IgG膜抗体 あ る い は そ の 複
合体が最初 の リ ン パ 球 の 培養中 に 放出さ れ , そ の よう
な リ ン パ 球 を DLCテ ス トの 培地 に加え て も D L C が発
慢性活動性肝炎の 肝細胞崩壊機序
現 し な い と 考え た . こ れ に つ い て は目下 さ ら に 詳細な
検討を試み て い る .
結 語
慢性肝疾患患者の 末梢血リ ン パ 球が , 培養肝細胞を
障害す る活性 を有す るか 否か を dir e ct lym pho cyte -
m ed iated cytoto xicity test で検 し , ま た慢性活動性
肝 炎患者血清 で コ ー ト し た 標 的肝細胞 と健常人 の
n o nim m u n e n o nE- R F C と用 い た a ntibody -
depe nde nt celトm ediated cytoto xicity te st で 調
べ , 以 下の 結論を え た .
1) D L Cテ ス ト で は慢性活動性肝炎患者 28 例 中
26 例 (P く 0.001), 慢 性非活動性肝炎患者7例中 1
例 , 肝 硬変患者7例申1例 に リ ン パ 球肝細胞障害陽性
例 を み と め た .
2) こ の リ ン パ 球肝細胞障害陽性例 と血中 H BsAg
の 有無 と は相関を み い だ さ な か っ た .
3) ℃L C テ ス ト で 肝 細 胞 障害 を ひ き お こ す
effe cto r c e11は n o nE- RFC 分画(p < Cl.001). EA-
R F C分 画 (p く 0.01) に み と め ら れ た の で , Fc-
r e c epto r c e= をもっ リ ン パ 球で あ ろう と 考え た .
4) D L Cテ ス トで慢性活動性肝炎患者 の n o nE･
R F Cに よ る 肝細胞 障害 の 活性 は ag gregated IgG,
a nti IgG-Fc で 処 理 す る と 共 に 低 下 し た (p <
0.001). ま た , こ の n o nE-R F Cを L S Pや I H S Mで 前
処理 す る と 活性 は共 に 低下 し た (p く 0.01, p <
0.05).
5 )慢性活動性肝炎患者血清中に は , A D C Cテ ス ト
を 陽性化す る因子が全例 に み ら れ , 健常者血清中 に は
み ら れ な か っ た (p く 0.001).
6 ) こ の A D C Cの 反 応 は , ag gregated IgG やa nti
IgG-Fc で 共に 阻 止さ れた (P < 0.005).
7) 抗 Co o n c e11抗 血清を用い て
P
A D C Cテ ス ト を
行 な う と , ごく 微量 の 抗血清(10
~ 9 で 標的肝細胞 を コ
ー ト して も A D C C陽性で あ っ た .
以 上 の in vitr o の CytOtO Xicity テ ス ト の 結 果か
ら , 慢性活動性肝炎患者の 遷延 す る肝 細胞崩壊は肝内
で 肝 細胞腰 を反応の 場と す る a nti body･depe nde nt
c ell- m ediated cytoto xicity が 持続 し て い る 結 果 で
あ ろ う と考え られ る .
な お本論其の 要旨の 一 部は1977年第13回 日本肝臓学
会, 19 7 7年第Ⅰ9回日 本消化器病合同秋季大会 に お い て
発表 し た｡
稿を 終え る に 臨み , 終始御懇篤な る 御指導と御校閲 を賜わ
り ま した ‥ 剛市太田五六教授に深く感謝 の意を嘉す ると共に ,
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A bs t r a ct
Dire ct lympho cyte- m ediated cytoto xicity(D LC)test w asin v estigated to s e epatie nts
Wit hchr o nic liv erdise as es a nd a ntibody-depe nde nt c ell- m ediated cytotoxicity (A DCC)
test w as ap plied to theliv e rpar e n chym al c ell, C O ated wit h he at-in a ctiv ated s er afro m
patients w ithchr o nic a ctiv ehepatitis(C A H). u sing n o nE- RF Cfr om he althy v olu nte ers .
Res ults w e re asfo1lo w s. 1) D L Cw as signific antlyfo u ndin 26 0f 2 8 patie nts wit h
CAH (P<0.0 01) and n ot sigmi丘cantly in patie nts with both chr o nic pe rsiste nt
hepatitis a nd liv e r cir rho sis. 2)D L Cw as n ot c o rr elativ e withthe pres ence of H BsAg or
With its abs ence. 3) D LCw as signinc antlyfo u ndin n o nE- RF C(p<0.0 0 1)a nd E A- RFC (p
く 0.0 1)fr om patie nts with C A H. Therefo re, t he effecto r cellm ay be a Fc - re C eptOr
be a ring c ell. 4) DLCactivity of n o nE- R FC fr o m patie nts wit hCA H w as redu ced by
either treatm e nt of n o nE-R F Cwith ag gr egated IgG o r addition of anti IgG-Fc (P <
0.00 1), Simila rly r edu c edby tre atm e nt ofn o nE- R FCwith L SPa nd I H S M(p < 0.01, p <
0,05). 5)AD CCw a ssigni凸c antly fo u ndin allof CA Hs er a･ C O ated ta rget cellgr o up (p <
0.01)a nd n o n ofc o ntr oIse ra-C O atedtarget cellgr o up, u Sing n o n-im m un e non E - RFC. 6)
A PC Ca ctivity w a s r edu c ed bytre atm e nt of n o nim m u n e n o nE- R F Cwitha ggr egated IgG
a nd ad d ito n ofa nti IgG-Fc(p < 0.005). 7) A D C Cw a s ap pare nt in the d ilutio n of a nti
live r c e11a ntis er ashigh aslO
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a m ain role of pr ogr essiv e destr u ctio n of hepatocytes and developm e nt of
Cir rhosis in CAH.
